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摘要 
I 
摘要 
RecA/Rad51 家族蛋白在进化上是非常古老而又保守的蛋白家族。大肠杆菌
RecA 基因在同源重组、DNA 修复、SOS 途径、突变和细胞分裂中起重要作用。
人 Rad51 基因是大肠杆菌 RecA 基因的直向同源基因，两者起源于同一个祖先基
因。人 Rad51 基因主要参与 DNA 的修复和重组，并且与肿瘤发生关系密切。原
核细胞与真核细胞最大的区别在于原核细胞没有以核模为界限的细胞核，而蛋白
质的入核转运机制是一个十分复杂的生物学过程，需要核孔复合体（NPC）、核
定位信号(NLS)、核转运受体、RanGTP 蛋白等共同参与。 
在 HeLa 细胞中，人 Rad51 蛋白定位于细胞核中，相反，作为人 Rad51 的同
源基因，大肠杆菌 RecA 基因编码的蛋白却定位于细胞质中。于是我们猜测在低
等的大肠杆菌到高等的哺乳动物进化过程中，RecA 可能通过突变使其进入到细
胞核中行使生物学功能,为了了解这个突变，我们进行了一系列的探索。 
我们首先借助生物信息学方法预测了 Rad51 的核定位信号序列（第 205-211
位氨基酸），并把这段序列拼接到 RecA C 末端，虽然没有使 RecA 从细胞质转移
进细胞核，但这为我们接下来的尝试提供了思路。于是我们比对了人 Rad51 和
大肠杆菌RecA氨基酸序列，用Rad51某些片段替换大肠杆菌RecA的相应片段，
把引导RecA入核的序列范围从 Rad51 的 81-204 位氨基酸缩小到第 200-204位氨
基酸，最终靶定到 Rad51 的 T200/Y204 这两个氨基酸，也就是说只要把大肠杆
菌 RecA 的 S221/D225 突变为 Rad51 的 T200/Y204，RecA 就可以从 HeLa 细胞的
细胞质转移到细胞核中。不过，我们把 Rad51 的 T200/Y204 突变为 RecA 的
S221/D225 却不能使 Rad51 出核。 
本论文通过以上探索得知，大肠杆菌 RecA 基因 S221T/D225Y 双点突变能
使 RecA 由 HeLa 细胞质进入细胞核。于是我们提出这样一个可能性，从 RecA
到 Rad51 进化过程中，只需要把 RecA 的 S221/D225 这两个氨基酸突变为 Rad51
的 T200/Y204 就可以使其进入到真核细胞的细胞核中。 
关键词：RecA；Rad51；细胞核定位；突变
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Abstract 
RecA/Rad51 gene family encodes a set of proteins which are ancient and 
conservative.E.coli RecA gene plays an important role in homology recombination, 
DNA repair,SOS response, gene mutation and cell division. Human Rad51, an 
ortholog of bacterial RecA, is essential for homologous recombination and is involved 
in human tumors. Eukaryocyte is different from prokaryote mainly in nucleus which 
is encapsulated by nuclear envelope.The nuclear transport is related to nuclear pore 
complexes(NPC),nuclear localization signals(NLS),nuclear import receptors and  
GTPase Ran. 
    In HeLa cells, human Rad51 is localized in nucleus. On the contrary ,E.coli 
RecA is localized in cytoplasm. So,we speculate that during the evolution from lower 
bacterial to higher mammals, RecA mutated and transfered to the nucleus to play a 
role.In order to investigate the mutations,we did the following work. 
We first predicted the nuclear localization signal of human Rad51 by 
bioinformatic method and added the sequence to the C terminal of E.coli RecA. 
Although RecA failed to transfer to the nucleus in HeLa cells, this attempt provided 
much information for the following experiments. Then we aligned the amino acid 
sequence of E.coli RecA and human Rad51 and replaced some sequences of RecA 
with Rad51,from the 81-204 to 200-204 amino acid sequences of Rad51.We found 
that replacement of RecA S221/D225 with Rad51 T200/Y204 can localize RecA to 
the nucleus in HeLa cells. However, replacement of Rad51 T200/Y204 with RecA 
S221/D225 can not transfer Rad51 from nucleus to cytoplasm.  
So we conclude that S221T/D225Y mutations of Escherichia coli RecA can 
transfer RecA from cytoplasm to nucleus in HeLa cells.In other words,during the 
evolutionary process of RecA to Rad51, S221T/D225Y mutations of RecA may play a  
decisive role in locating RecA to the nuclus in HeLa cells.       
Keywords:RecA;Rad51; nuclear localization;mutation  
 
 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
目录 
III 
目录 
摘要 ...................................................................................................... I 
Abstract ............................................................................................... II 
第一章 前言 ....................................................................................... 1 
1.1 RecA 基因概况 ......................................................................................... 1 
1.1.1 RecA 基因简介 ....................................................................................... 1 
1.1.2 RecA 参与同源重组 ............................................................................... 1 
1.1.3 RecA 参与 SOS 反应 ............................................................................... 3 
1.2 同源基因 ................................................................................................. 4 
1.2.1 直向同源基因 ....................................................................................... 4 
1.2.2 横向同源基因 ....................................................................................... 4 
1.2.3 异源同源基因 ....................................................................................... 5 
1.3 Rad51 基因概况 ....................................................................................... 6 
1.3.1 Rad51 为真核生物中 RecA 的同源基因 ............................................... 6 
1.3.2 Rad51 参与同源重组 ............................................................................. 8 
1.3.3 Rad51 与肿瘤 ......................................................................................... 8 
1.4 蛋白质入核转运机制 ............................................................................. 10 
1.4.1 核输入通路中的主要结构和基本构成 ............................................. 10 
1.4.2 核输入的分子机制 ............................................................................. 14 
1.5 研究目的和意义 ..................................................................................... 16 
第二章 材料和方法 .......................................................................... 17 
2.1 实验相关药品和试剂 ............................................................................. 17 
2.1.1 哺乳动物细胞株 ................................................................................. 17 
2.1.2 质粒 ..................................................................................................... 17 
2.1.3 酶及主要试剂 ..................................................................................... 17 
2.1.4 抗体 ..................................................................................................... 18 
2.1.5 试剂盒 ................................................................................................. 18 
2.2 分子克隆相关实验和方法 ...................................................................... 18 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
目录 
IV 
2.2.1 质粒载体 ............................................................................................. 18 
2.2.2 PCR 相关实验 ....................................................................................... 20 
2.2.3 大肠杆菌感受态细胞的制备 ............................................................. 33 
2.2.4 质粒 DNA 的提取 ................................................................................ 34 
2.3 细胞相关实验和方法 ............................................................................. 35 
2.3.1 细胞培养 ............................................................................................. 35 
2.3.2 细胞转染 ............................................................................................. 37 
2.3.3 细胞免疫荧光染色 ............................................................................. 39 
2.4 蛋白质相关实验和方法 ......................................................................... 39 
2.4.1 免疫共沉淀 ......................................................................................... 39 
2.4.2 免疫印迹 ............................................................................................. 40 
2.4.3 相关溶液配制 ..................................................................................... 40 
第三章 结果与分析 .......................................................................... 42 
3.1 大肠杆菌 RecA 与人 Rad51 氨基酸序列比对 ......................................... 42 
3.2 大肠杆菌 RecA 和人 Rad51 基因在 HeLa 细胞中的亚细胞定位 ............. 43 
3.3 Rad51 核定位信号的预测及对 RecA 亚细胞定位的影响 ......................... 45 
3.4 RecA108-225 位替换成 Rad51 81-204 位氨基酸可以使 RecA 进核 ......... 46 
3.5 RecA D225Y 单点突变不能决定 RecA 进核 .............................................. 48 
3.6 RecA D131S/D225Y 双点突变不能决定 RecA 进核 .................................. 49 
3.7 RecA 221-225 位替换成 Rad51200-204 位氨基酸足以使 RecA 进核 ........ 50 
3.8 RecA S221T/D225Y 双点突变能使 RecA 进核.......................................... 54 
3.9 Rad51 T200S/Y204D 双点突变不能使 Rad51 出核 .................................. 55 
3.10 RecA S221T/D225Y 双点突变体进核机制初步探索 ............................... 56 
3.11 大肠杆菌 glpX 等九个基因在 HeLa 细胞中的亚细胞定位 .................... 57 
第四章 总结与讨论 .......................................................................... 60 
附录图表索引 .................................................................................... 62 
参考文献 ........................................................................................... 64 
致谢 ................................................................................................... 72 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
TABLE OF CONTENTS 
V 
TABLE OF CONTENTS 
Abstract in Chinese……………………………………………………..I 
Abstract in English……………………………………………………Ⅱ 
Chapter 1 Introduction…………………………………………………1 
1.1 Overview of RecA gene………………………………………………………..1 
1.1.1 Introduction of RecA gene…………………………………………………1 
1.1.2 RecA plays a role in homologous recombination…………………………..1 
1.1.3 RecA plays a role in SOS response……………………………...................3 
1.2 Homologous gene………………………………………………………………4 
1.2.1 Orthologous gene…………………………………………………………..4 
1.2.2 Paralogous gene…………………………………………………………….4 
1.2.3 Xenologous gene…………………………………………………………...5 
1.3 Overview of Rad51 gene………………………………………………………6 
1.3.1 Rad51 is the orthologous gene of RecA……………………………………6 
1.3.2 Rad51 plays a role in homologous recombination…………………………8 
1.3.3 Rad51 and tumors…………………………………………………………..8 
1.4 Transport of proteins between the nucleus and the cytosol……………...10 
1.4.1 Components in the transport pathway…………………………………….10 
1.4.2 Mechanism of the transport……………………………………………….14 
1.5 Research purpose…………………………………………………………….16 
Chapter 2 Materials and methods…………………………………….17 
  2.1 Drugs and reagents…………………………………………………………...17 
2.1.1 Memmalian cell lines……………………………………………………..17 
2.1.2 Plasmids vectors…………………………………………………………..17 
2.1.3 Enzyme and reagents……………………………………………………...17 
2.1.4 Antibodys…………………………………………………………………18 
2.1.5 Kits………………………………………………………………………..18 
2.2 Molecular cloning relative methods…………………………………………18 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
TABLE OF CONTENTS 
VI 
2.2.1 Plasmid vectors…………………………………………………………....18 
2.2.2 PCR relative methods……………………………………………………..20 
2.2.3 Preparation of competent cells……………………………………………33 
2.2.4 Preparation of plasmid DNA……………………………………………..34 
2.3 Cell relative methods…………………………………………………………35 
2.3.1 Cell culture………………………………………………………………..35 
2.3.2 Cell transfection…………………………………………………………..37 
2.3.3 Cell immunoflurescence staining…………………………………………40 
2.4 Protein relative methods……………………………………………………..39 
2.4.1 Co-immunoprecipitation………………………………………………….39 
2.4.2 Western blot……………………………………………………………….40 
2.4.3 Preparation of solutions…………………………………………………...40 
Chapter 3 Results and analysis………………………………………..42 
3.1 Alignment of E.coli RecA and human Rad51 amino acid sequence……………………42 
3.2 Subcellular localization of E.coli RecA and human Rad51…………………………...43 
3.3 Prediction of Rad51 NLS and its effect on the subcellular localization of RecA……...45 
3.4.Replacement of RecA108-225with Rad5181-204 can localize RecA to nucleus……...46 
3.5 Mutation of RecA D225Y can not localize RecA to nucleus………………………48 
3.6 Mutations of RecA D131S/D225Y can not localize RecA to nucleus………………49 
3.7 Replacement of RecA 221-225 with Rad5200-204 can localize RecA to nucleus…….50 
3.8 Mutations of RecA S221T/D225Y can localize RecA to nucleus……………………...54 
3.9 Mutations of Rad51 T200S/Y204D can not localize Rad51 to cytoplasm……………...55 
3.10 Research of the translocation of RecA S221T/D225Y mutant……………................56 
3.11 Subcellular localization of nine E.coli genes in HeLa cells……………………………57 
Chapter 4 Conclusion and discussion………………………………60 
List of figures and tables………………………………………………61 
References………………………………………………………………64 
Acknowledgements……………………………………………72
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
前言 
1 
第一章 前言 
1.1 RecA 基因概况 
1.1.1 RecA 基因简介 
1965 年，J.Cark 和 Marguile 分离出了一群不能进行同源重组的大肠杆菌，这
些变异株都是由于 RecA 基因发生了突变而造成的，经研究发现，这种变异株不
仅不能进行 DNA 的普通重组，而且也不能进行各种细胞应答反应，如对紫外线、
X射线以及诱变剂所诱发的细胞应答反应[1]。 
RecA 存在于细菌染色体中，Aizz 等在 1980年首次将 E.coli RecA 进行了测
序，E.coli RecA 由 1059bp 组成，编码 352 个氨基酸，分子量为 37.842kd，除酪
氨酸(7 个)和色氨酸(2 个)含量较少外，与其它蛋白的氨基酸含量组成并无区别
[2]。随后人们对其它约二十余种的细菌和支原体的 RecA 进行了克隆、测序或部
分序列的测定，从已报道的 18 种细菌的 RecA 基因序列，发现它们有大约 60-70%
的同源性[2]，它们的氨基酸 N 端第一个氨基酸多为丙氨酸，只有两个区域有较大
的可变性，其它区域都相对较为保守；第一个多变区为 C 末端最后富含酸性的
40 个左右氨基酸，据推测该区与 ds-DNA、ATP 的结合及辅蛋白酶活性有关。第
二个多变区位于 31-40 位氨基酸之间，功能还不明了。另外，其 60-80，257-304
位氨基酸区域高度保守为核苷酸结合区，而 204-229位氨基酸区域对抑制物的识
别极为重要[3]。 
    RecA 蛋白具有三种生物化学活性：重组活性、单链 DNA 结合活性和 ATP
酶活性[4-6]，它除了参与大肠杆菌所有的同源重组途径之外，还参与 DNA 修复、
突变和细胞分裂[7]。 
1.1.2 RecA 参与同源重组 
在生物的进化过程中，遗传物质 DNA 承载着控制机体发育与代谢的全套信
息指令，并将其相对忠实地传给下一代，在这种信息的传递过程中，DNA 总是
被动地或主动地改变了一部分信息，这种改变可能会给生物个体带来灾难性的后
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果，但对种群来说可能获得优越的进化机会 [8, 9]。同源重组 (homology 
recombination,HR)是两条具有同源性的 DNA,通过碱基配对，链断裂和再连接，
从而引起 DNA片段重新组合的过程，同源重组是遗传信息改变及基因修复过程中
发生的重要事件，对生物多样性形成和物种进化有促进作用[10]。RecA 基因参与
两个可以互相替代的重组途径，它们是 RecBC 途径[11]和 RecF 途径[12]。在前一途
径 RecA 蛋白促进各类 DNA 分子间的同源联会、配对以及链交换和分支迁移，
RecBCD 分子量较大，是一个由 RecB、RecC 和 RecD 组成的复合体，功能多样，
是 ATP 依赖的外切酶 V 和解旋酶，它与双链切口结合解开 DNA 并在 Chi 位点
产生单链 DNA，继而由 RecA 蛋白促进同源重组[13]。在后一途径中还有另一些
基因如:RecF、RecJ、RecN、RecO、RecQ 和 ruv 等参与作用[14]（图 1.1）。 
 
 
 
图 1.1 DNA 重组修复的两种途径[15] 
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HR 的主要过程可分为： 
（1）DNA 损伤位点的加工处理； 
（2）链侵入和修复性合成； 
（3）Holliday 联结的形成与解离[16]。 
RecA 蛋白在同源重组的具体作用分为 3个阶段： 
（1）RecA 的第一个 DNA 结合位点（初级位点）与单链 DNA 结合，包被 DNA,
形成蛋白质-DNA 丝状复合物； 
（2）RecA 的第二个 DNA 结合位点（次级位点）与一个双链 DNA分子结合，形
成三链 DNA 中间体，随后单链 DNA 侵入双链 DNA，寻找同源序列； 
（3）RecA 催化链交换，由被 RecA 包被的单链 DNA 从 5′→3′方向取代双链 DNA
分子之中的同源旧链，形成异源双链，并发生分叉迁移。 
1.1.3 RecA 参与 SOS 反应 
SOS 反应（SOS response）也称应急反应，是指染色体 DNA 受到严重损伤
时细胞做出的应激反应。DNA 分子严重损伤时，正常的复制和修复系统无法完
成 DNA 的复制，此时会启动应急反应。与同源重组修复相比，SOS 修复是准确
性差的修复方式。SOS 反应广泛存在于原核和真核生物中，主要包括两个方面：
DNA 的修复和产生变异。前者利于细胞的存活，具有重要意义，而后者可能产
生不利的后果，如导致细胞的癌变，还可以抑制细胞分裂，只生长不复制，以获
得更多时间来修复。 
与 SOS 反应相关的基因现在发现有十几个，其中包括直接参与重组修复途径
中的 RecB 和 RecC[17]；在正常情况下，SOS 基因均受 LexA 蛋白质的阻遏作用，
SOS 基因处于关闭状态，RecA 基因也处于一种低水平的组成型表达，但产生的
RecA 蛋白质无活性，当 DNA 受损时，产生一种信号，这种信号使无活性的 RecA
蛋白质转变成有活性的 RecA 蛋白质，后者切断 LexA，使 LexA 减少，其结果使
SOS 基因脱抑制而进行表达，参与 SOS 反应，修复 DNA，当 DNA 被修复后，
诱导信号减弱或消失，使 LexA 恢复原来的功能关闭 SOS 基因，SOS 反应结束。
然而，如果 RceA 基因和 lexA 基因发生突变，SOS 反应的所有机能全部停止或
变成组成型表现[18]，这说明，二者在 SOS 反应中起着非常重要的作用。 
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1.2 同源基因 
许多不同的物种间都具有同源性，现代分子生物学中的同源性描述的是基因
与基因之间相似关系，它表明的是两个相比较的序列之间的匹配程度。一般来说，
如果两条基因序列相似性达 80%，就可以把它们称为“同源基因(homologous 
gene)”[19]。为了便于研究，Fitch 又把同源基因分为直向同源基因、横向同源基
因和异源同源基因[20]。 
1.2.1 直向同源基因 
直向同源基因(orthologous gene)又译为“垂直同源基因”、“正同源基因”或
“定向进化同源基因”、“直系同源基因”，是指从同一祖先垂直进化而来的基因。
或者说，一个祖先物种分化产生两种新物种，那么这两种新物种共同具有的由这
个祖先物种继承下来的基因就称为直向同源基因[21]。直向同源基因通常是编码生
命必需的酶、辅酶或关键性的调控蛋白的基因，具有功能保守，进化缓慢，变化
速度可覆盖整个进化历史，且序列变化速度与进化距离相当等特征。大多数直向
同源基因功能相同或相近，调控途径也相似，因此在基因组序列的注释中，是最
可靠的选择[22]，例如人 α-珠蛋白基因与小鼠 α-珠蛋白基因。 
1.2.2 横向同源基因 
横向同源基因(paralogous gene)又译为“旁系同源基因”、“并系同源基因”
或“平行进化同源基因”，是指由于基因重复而产生的同源基因[21]。例如人 γ-珠
蛋白基因和 β-珠蛋白基因。基因重复后，进化选择压力变小、其中一条基因丢失
或发生沉默都是促使横向同源基因分化产生新特性或新功能的原因[23]。然而，虽
然某些横向同源基因转录区序列相似度不高，但它们的操纵子却仍然具有较高的
保守度[24]。值得注意的是，横向同源基因并不局限于同一物种内，不同物种中由
于始祖基因的复制而分化的基因也称横向同源基因[20]，如鼠 α-珠蛋白和鸡 β-珠
蛋白基因。 
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1.2.3 异源同源基因 
异源同源基因(xenologous gene)是由于基因在不同物种间的横向转移
(horizontal transfer)而产生的[20]。异源同源基因在原核生物中研究比较多,最近研
究表明，异源同源基因的原位取代 xenologous gene displacement in situ)是细菌进
化的强大推动力[25]。另外，在比较真核基因组和原核生物基因组时发现，小部分
脊椎动物基因在细菌中有同源序列，而在其他真核生物中却没有发现同源序列。
一种解释认为，这些基因从细菌直接水平地转移到脊椎动物的祖先，也是异源同
源基因；另外一种解释则认为，是由于其他的真核生物丢失了这些基因[26]。基因
的直向同源、横向同源或异源同源关系见图 1.2。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
图 1.2 由不同进化途径产生的三种同源基因[27] 
（A）直向同源基因；（B）横向同源基因；（C）异源同源基因 
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1.3 Rad51 基因概况 
1.3.1 Rad51 为真核生物中 RecA 的同源基因 
Rad51 基因是细胞 DNA 修复系统中的重要一员，人类 Rad51(Hs Rad51)基因
是大肠杆菌 RecA 的直向同源基因[28]，主要参与 DNA 修复和重组，在 1993年被
首次克隆，位于人类染色体的 15q15.1 区，全长约 30kb,由 10个外显子和 9个内
含子组成，编码着 1 个 339 个氨基酸组成的蛋白质——Rad51 蛋白[29]。与 RecA
相似，它结合单链和双链 DNA，表现出 ATP 依赖性，通过 DNA 分子间的同源
配对和链交换进行修复[30]，但它对链交换反应的催化效率比细菌 RecA 蛋白质
ATP 酶的催化效率大约低 50 倍。Rad51 蛋白质与 DNA 结合的平均位点大小仅为
3 个核苷酸，它可从 3′→5′和 5′→3′双向催化 DNA 链转移[31, 32]。 
目前已在酵母细胞中鉴定出 Rad55、Rad57 和 Dmc1 三种 Rad51 同系物，从
哺乳细胞中鉴定出中鉴定出 6 种与 Rad51 序列相似的蛋白质,分别被命名为
Xrcc2、Xrcc3、Rad51L1(Rad51B)、Rad51L2(Rad51C)、Rad51L3(Rad51D)和 Dmc1[28]。
其中 Dmc1 仅在细胞的减数分裂时发挥作用,其余蛋白质均与有丝分裂细胞中的
DNA 同源重组修复有关。其中 Xrcc3 蛋白与酵母 Rad57 蛋白质之间的序列同一
性达 30%,鼠 Rad51C 与人类 Rad51C 蛋白质具有 86%的序列同一性,这些 Rad51
同系物蛋白质的结构同源性表明它们很可能共享同一祖先基因,只是在进化过程
中获得了各自的功能,但均作为 Rad51 同系物蛋白质的家族成员共同参与 Rad51
蛋白质催化的同源配对的 DNA 同源重组修,由此可见，Rad51 及其同系物从酵母
到人是保守的[33, 34]（图 1.3）。 
据报道，编码 Rad51 蛋白质的基因缺陷或 Rad51 基因敲除可引起脊椎动物
细胞染色体片段化而致细胞死亡[35, 36]。缺乏 Rad51 的小鼠胚胎移植后很快死亡，
酵母缺乏 Rad51 蛋白质时呈现重组水平降低、对电离辐射敏感，但细胞仍保持
存活，表明酵母与人类 Rad51 蛋白质虽有序列同源性，但存在功能差异。或者
提示在高等真核生物中 Rad51 蛋白质已进化至行使更重要的功能[37]。 
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关于 RecA/Rad51 家族的进化史，SreeV Chintapalli 等人[38]认为 RecA 家族广
泛分部在真菌界、古菌界、真核生物界甚至一些病毒中，并利用 PHYRN 方法做
了 RecA 家族进化树（图 1.4）。 
 
图 1.3 Rad51 及其同系物的结构示意图[39] 
RecA/RAD51domain:核心保守区；HhH：DNA 结合区；WalkerA 、WalkerB：ATP 酶
活性区；*:减数分裂时期特有  
 
图 1.4 RecA/Rad51 家族进化史模型图[38] 
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